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KI´SE´RLETILEG MEGHATA´ROZOTT, BELSO˝ DINAMIKA´T TU¨KRO¨ZO˝
FEHE´RJESZERKEZETI SOKASA´GOK: ELO˝A´LLI´TA´S, ELEMZE´S E´S
BIOLO´GIAI RELEVANCIA
GA´SPA´RI ZOLTA´N
Az uto´bbi e´vtizedekben nyilva´nvalo´va´ va´lt, hogy a fehe´rje´k te´rszerkezete
mellett belso˝ dinamika´juk is kulcsfontossa´gu´ szerepet ja´tszik biolo´giai funkci-
o´juk meghata´roza´sa´ban e´s finomhangola´sa´ban. A belso˝ mozga´sok atomi szin-
tu˝ reprezenta´cio´ja´ra olyan u´j modellek keru¨ltek elo˝te´rbe, amelyek ugyanan-
nak a molekula´nak nagysza´mu´ ku¨lo¨nbo¨zo˝ te´rszerkezeteit tartalmazza´k, ame-
lyek ko¨zo¨tti ku¨lo¨nbse´gek nem elso˝sorban bizonytalansa´gbo´l ado´dnak, hanem
azt biztos´ıtja´k, hogy a szerkezetek o¨sszesse´ge megfeleltetheto˝ legyen egyes,
a belso˝ dinamika´ra vonatkozo´ k´ıse´rleti parame´tereknek. Ala´bb ro¨viden a´t-
tekintem az ilyen te´rszerkezeti sokasa´gok elo˝a´ll´ıta´sa´nak fo˝bb mo´dszereit e´s
azok valida´la´sa´nak legfontosabb alapelveit. Ve´gu¨l ke´t, saja´t kutata´sainkbo´l
vett pe´lda´n bemutatom a koncepcio´ alkalmazhato´sa´ga´t.
1. Bevezete´s
A fehe´rje´k az e´let alapveto˝ molekula´i ko¨ze´ tartoznak. A molekula´ris biolo´gia
re´gi alapte´tele szerint a fehe´rje´k szekvencia´ja, azaz az o˝ket fele´p´ıto˝ aminosavak
sorrendje meghata´rozza te´rszerkezetu¨ket, azaz atomjaik egyma´shoz ke´pesti te´rbeli
elhelyezkede´se´t. Az uto´bbi e´vtizedekben ez annyival ege´szu¨lt ki, hogy a szekvencia
nem csupa´n a te´rszerkezetet, hanem annak ido˝beli a´talakula´sait, azaz dinamika´ja´t
is meghata´rozza. A jo´l meghata´rozott ha´romdimenzio´s szerkezettel b´ıro´ fehe´rje´k
mellett ez igaz az u´n. funkciona´lisan rendezetlen fehe´rje´kre is, amelyek biolo´giai
feladatukat u´gy la´tja´k el, hogy nem rendelkeznek egyetlen jo´l ko¨ru¨l´ırhato´ te´rszerke-
zettel. Ezek a fehe´rje´k igen dinamikusak, ro¨vid ido˝ alatt nagyon va´ltozatos te´rbeli
elrendezo˝de´seket vehetnek fel, szerkezetu¨k me´gsem teljesen ve´letlenszeru˝.
Az uto´bbi e´vtizedben minden kora´bbina´l nyilva´nvalo´bba´ va´lt, hogy a fehe´rje´k
belso˝ dinamika´ja, azaz a te´rszerkezet ido˝beli megva´ltoza´sa jelento˝s szerepet ja´tszik
a biolo´giai funkcio´ beto¨lte´se´ben. A fehe´rje´k belso˝ mozga´sai ko¨zo¨tt vannak, ame-
lyek jellemzo˝en ne´ha´ny ezred, vagy aka´r milliomod ma´sodperc alatt ja´tszo´dnak le,
e´s vannak, amelyek aka´r 10−9 ma´sodpercne´l is jo´val gyorsabban. A gyorsabb moz-
ga´sokat tipikusan a molekula´ris folyamatok entro´pia´ja´hoz valo´ hozza´ja´rula´suk, a
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lassabb, milliszekundum-mikroszekundum ido˝ska´la´ju´ a´trendezo˝de´seket pedig a ke´-
miai reakcio´k seg´ıte´se´hez (katal´ızis), egye´b molekula´khoz valo´ ko¨te´shez szu¨kse´ges
alakva´ltoza´sok miatt tartjuk fontosnak[7], ba´r a hata´rvonalak terme´szetesen nem
minden esetben e´lesek. A jelenleg ne´pszeru˝ elme´let, a konformerszelekcio´ szerint
egy adott partner, pl. gyo´gyszermolekula a folytonosan va´ltozo´ szerkezetu˝ fehe´rje-
molekula´k ko¨zu¨l azokkal le´tes´ıt kapcsolatot, amelyeknek alakja (e´s ezzel egyu¨tt
fizikai-ke´miai tulajdonsa´gai, pl. elektromos to¨lte´seinek helyzete) e´ppen megfele-
lo˝ a ko¨lcso¨nhata´s kialak´ıta´sa´hoz. Eza´ltal a szerkezetva´ltoza´snak megfelelo˝ ke´miai
egyensu´ly eltolo´dik a fehe´rje-partner komplex ira´nya´ba, ı´gy ve´gu¨l a fehe´rje´k nagy
re´sze ko¨to¨tt a´llapotba keru¨l.
A fehe´rje´k szerkezete´t az o˝ket alkoto´ atomok 3D koordina´ta´ival adjuk meg.
A belso˝ dinamika le´ıra´sa´hoz to¨bb ilyen koordina´take´szletet haszna´lunk, ez a szer-
kezeti sokasa´g, a gyakorlatban ponthalmazok o¨sszesse´ge. A ku¨lo¨nbo¨zo˝ ponthal-
mazokban (szerkezetekben) ugyanazon atom poz´ıcio´ja´t le´ıro´ koordina´ta´k ko¨zo¨tti
ku¨lo¨nbse´gek tu¨kro¨zik az adott atom mozge´konysa´ga´t u´gy, hogy ko¨zben minden
teljes ponthalmaz egy-egy ke´miailag is rea´lis molekulaszerkezetet ı´r le.
2. Dinamikus fehe´rjeszerkezeti sokasa´gok elo˝a´ll´ıta´sa e´s elemze´se
A fehe´rje´k minden egyes szerkezete´hez rendelhetu¨nk egy, az atomok egyma´s
ko¨zo¨tti helyzete´bo˝l sza´rmazo´ potencia´lis energia´t. Idea´lis esetben, ha ismerne´nk
minden lehetse´ges szerkezetet e´s azok energia´ja´t, akkor a Boltzmann-eloszla´s alap-
ja´n meg tudna´nk hata´rozni az egyes szerkezetek gyakorisa´ga´t, e´s eza´ltal a fehe´rje
megvalo´sulo´ szerkezeteinek e´s azok egyma´shoz viszony´ıtott gyakorisa´ga´nak teljes
le´ıra´sa´t tudna´nk nyu´jtani. A gyakorlatban ez to¨bb okbo´l sem megvalo´s´ıthato´. A
lehetse´ges szerkezetek sza´ma csillaga´szati, egy 100 aminosavbo´l a´llo´ fehe´rje esete´-
ben o´vatos becsle´s szerint is nagysa´grendben 3100 te´rszerkezetet kellene elo˝a´ll´ıta-
ni e´s megvizsga´lni. Ma´sre´szt a potencia´lis energia pontos kisza´mı´ta´sa is nagyon
ero˝forra´sige´nyes. Eze´rt jelento˝sen egyszeru˝s´ıtett fizikai modellek seg´ıtse´ge´vel, az
ismert fehe´rjeszerkezetekre jellemzo˝ tulajdonsa´gokat felhaszna´lva pro´ba´ljuk meg a
va´rhato´an leggyakoribb, legfontosabb szerkezeteket e´s azok egyma´s ko¨zo¨tti a´tme-
neteit le´ırni. Ezen le´ıra´s pontossa´ga´t no¨veli, ha megko¨vetelju¨k, hogy a szerkeze-
tek o¨sszesse´ge feleljen meg a k´ıse´rletileg meghata´rozott parame´tereknek. Ennek
legfontosabb felte´tele, hogy ezek a parame´terek a ke´miai szerkezet ismerete´ben
becsu¨lheto˝ek,
”
visszasza´molhato´ak” legyenek, azaz legyen egye´rtelmu˝ kapcsolat a
te´rbeli szerkezet e´s az adott parame´ter ko¨zo¨tt. A k´ıse´rleti parame´terek lehetnek
olyanok, amelyek egyenke´nt, minden szerkezetre ku¨lo¨n kisza´mı´thato´ak e´s a szer-
kezetek o¨sszesse´ge´re vonatkozo´an megfelelo˝ mo´don a´tlagolnunk kell o˝ket, illetve
olyanok, amelyek csak to¨bb szerkezet, azaz ponthalmaz egyu¨ttese´re e´rtelmezhe-
to˝ek. Az elso˝re pe´lda az u´n. nuklea´ris Overhauser-effektusbo´l sza´rmaztathato´, a
hidroge´natomok ko¨zo¨tti ta´volsa´gokra vonatkozo´ parame´ter, mely minden szerke-
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zetre kisza´mı´thato´ adott atompa´r esete´re, a sokasa´gra a´tlagolni pedig nemlina´ris








ahol ri az i. szerkezetben me´rt ta´volsa´g, N a szerkezetek sza´ma, ravg pedig a
k´ıse´rleti adattal o¨sszevetheto˝, a szerkezetek sokasa´ga´ra vonatkozo´ a´tlag.
Ezzel szemben az u´n. S2 rendparame´ter csak to¨bb szerkezeten e´rtelmezheto˝,
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ahol xˆij az i e´s j atomok mint ha´romdimenzio´s pontok ko¨zo¨tti vektor ira´nya´val
megegyezo˝ ira´nyu´ egse´gvektor x komponense egy szerkezetben, < xˆij > pedig ezek
a´tlaga az o¨sszes szerkezetben.
A gyakorlatban a dinamikus sokasa´gok elo˝a´ll´ıta´sa´ra ke´t fo˝ megko¨zel´ıte´s le´tezik
[2]: a k´ıse´rleti adatokkal mint megko¨te´sekkel kombina´lt, sokasa´g alapu´, u´n. mo-
lekuladinamikai szimula´cio´, illetve a nagy szerkezeti sokasa´gbo´l a parame´tereknek
valo´ megfelele´s alapja´n va´logato´ szelekcio´s elja´ra´sok. Elo˝bbi megko¨zel´ıte´sne´l egy-
szerre to¨bb fehe´rjeszekezetben modellezu¨k az atomok elmozdula´sa´t olyan mo´don,
hogy az egyideju˝leg megvalo´sulo´ atomi elrendezo˝de´sek megfeleljenek a k´ıse´rleti
parame´tereknek. A szelekcio´s elja´ra´sok sora´n nagysza´mu´, ke´miailag rea´lis lehetse´-
ges atomelrendezo˝de´st genera´lunk, e´s ezek ko¨zu¨l va´lasztunk ki szerkezeteket u´gy,
hogy azok o¨sszesse´ge mine´l jobban teljes´ıtse a me´rt parame´tereket. A szelekcio´s
elja´ra´sok lehetnek determinisztikusak vagy sztochasztikusak.
A kapott sokasa´gok mino˝se´ge´nek elleno˝rze´se, valida´la´sa sora´n ke´t szempon-
tot kell e´rve´nyes´ıtenu¨nk [1], [8]. Egyre´szt elva´ra´s, hogy a szerkezetcsala´d minden
tagja geometrialiag rea´lis legyen, azaz az atomok mint pontok ko¨zo¨tt definia´lt ta´-
volsa´gok e´s szo¨gek fizikailag e´s ke´mialiag megfelelo˝ek legyenek, pl. az egyma´shoz
ke´miai ko¨te´ssel kapcsolo´do´ atomok ne legyenek egyma´sto´l tu´l ta´vol, az egyma´s-
hoz nem kapcsolo´do´ak tu´l ko¨zel stb. Ma´sre´szt terme´szetesen k´ıva´natos, hogy a
szerkezetek o¨sszesse´ge megfeleljen az adott molekula´ra me´rt k´ıse´rleti adatoknak,
azoknak is, amelyeket felhaszna´ltunk a szerkezetek elo˝a´ll´ıta´sakor, e´s azoknak is,
amelyeket nem. Ez uto´bbi a keresztvalida´cio´, melynek fontos jelento˝se´ge van annak
meg´ıte´le´se´ben, hogy a kapott szerkezeti sokasa´gok te´nylegesen mennyire jo´ modell-
jei a valo´sa´gban megvalo´sulo´ molekula´ris szerkezeteknek e´s elmozdula´soknak, e´s
felhaszna´lhato´ak-e bioke´miai jelense´gek e´rtelmeze´se´re.
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3. Alkalmaza´sok
3.1. A PAF gombaellenes fehe´rje
A PAF (Penicillium antifungal protein) egy ı´ge´retes gombaellenes fehe´rje, mely
szelekt´ıven puszt´ıtja az Aspergillus nem fajait. Mu˝ko¨de´si mechanizmusa´ro´l ugyan-
akkor igen keveset tudunk, ko¨to˝partnere nem ismeretes. Erro˝l az 55 aminosavas
fehe´rje´ro˝l a Debreceni Egyetemen Batta Gyula vezete´se´vel a´tfogo´ NMR-vizsga´latok
ke´szu¨ltek, amelyek arra utalnak, hogy az NMR-spektroszko´pia´val ko¨zvetlenu¨l e´sz-





so¨te´t anyag”. A molekula szerkezete mind hu˝te´s,
mind meleg´ıte´s hata´sa´ra megbomlik. Mindemellett sikeru¨lt egy, a me´rheto˝ for-
ma´val ke´miai egyensu´lyban le´vo˝, ko¨zvetlenu¨l nem e´szlelheto˝ a´llapot detekta´la´sa,
amely azonban o¨nmaga´ban csupa´n a
”
so¨te´t anyag” elenye´szo˝ re´sze´e´rt lehet felelo˝s.
Kı´se´rleti adatokbo´l sza´rmazo´ megko¨te´seket alkalmazo´ molekuladinamikai sza´mı´-
ta´sokkal [6] elo˝a´ll´ıtottuk az e´szlelheto˝ a´llapot gyors, 10−12 − 10−9 ma´sodperces
ido˝ska´la´ju´ dinamika´ja´t le´ıro´ te´rszerkezeti sokasa´got, valamint egy megfelelo˝en va´l-
tozatos szerkezethalmazbo´l kiindulva sztochasztikus szelekcio´val felte´rke´peztu¨k a
hideg e´s meleg kitekeredett a´llapotra jellemzo˝ szerkezetek ko¨zo¨tti ku¨lo¨nbse´geket.
Ezen felu¨l modelleztu¨nk ne´ha´ny olyan szerkezetet, amelyek egyu¨ttesen, ko¨zel´ıto˝leg
le´ırja´k a fo˝ forma´val egyensu´lyt tarto´
”
rejtett” a´llapotot. Elmondhato´, hogy ba´r
a fehe´rje nem megy a´t drasztikus szerkezetva´ltoza´son, egyes jo´l ko¨ru¨lhata´rolhato´
szerkezeti re´szei jelento˝sen e´s jellegzetes mo´don ku¨lo¨nbo¨znek az egyes a´llapotokban.
Ezt az u´n. loka´lis RMSD (root mean square deviation), az egyes atomi poz´ıcio´k
elte´re´seit jellemzo˝ mennyise´g is jo´l mutatja (3. egyenlet, 1. a´bra). O¨sszesse´ge´ben
egy olyan modell a´ll´ıthato´ fel, ahol sza´mos, ko¨zvetlenu¨l nem e´szlelheto˝ forma tart
egyensu´lyt a ko¨zvetlenu¨l me´rheto˝ a´llapottal. Ezek funkciona´lis szerepe jelenleg







ahol di a vizsga´lt atom ta´volsa´ga az N darab szerkezetre vonatkozo´ a´tlagos poz´ı-
cio´ja´to´l az i. szerkezetben.
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1. a´bra. A PAF gombaellenes fehe´rje a´llapotai. A diagramon a loka´lis RMSD
la´thato´, ke´kkel a hideg, pirossal a meleg kitekeredett forma e´s a szobaho˝me´rse´k-
leten domina´ns la´thato´ a´llapot ku¨lo¨nbse´ge, zo¨lddel a hideg e´s meleg kiteketredett
forma´k ko¨zo¨tti elte´re´s.
3.2. Parvulin t´ıpusu´ peptidil-prolil izomera´zok
Egy u´jabb, saja´t kutata´sainkbo´l vett pe´lda az u´n. parvulin t´ıpusu´ peptidil-
prolil izomera´zok (fehe´rjemolekula´kban adott molekulare´szletne´l leja´tszo´do´ szer-
kezeti a´talakula´st seg´ıto˝ fehe´rje´k) o¨sszehasonl´ıto´ vizsga´lata´bo´l sza´rmazik. Ezen
izomera´zok ko¨zu¨l egyesek egyre´szt seg´ıtik ma´s fehe´rje´k szerkezete´nek megfelelo˝
kialakula´sa´t a sejten belu¨l, ma´sok fontos genetikai szaba´lyozo´ folyamatokban vesz-
nek re´szt. Munka´nk sora´n a molekulacsala´d ha´rom ku¨lo¨nbo¨zo˝ tagja´nak gyors,
10−12−10−9 ma´sodperces ido˝ska´la´ju´ dinamika´t tu¨kro¨zo˝ szerkezeti sokasa´gait a´ll´ı-
tottuk elo˝, majd elve´geztu¨k ezek o¨sszehasonl´ıto´ elemze´se´t. Mega´llap´ıtottuk, hogy
a vizsga´lt fehe´rje´k ko¨zo¨tti legfontosabb ku¨lo¨nbse´g a szerkezet
”
kiny´ılo´” mozga´sa´-
nak me´rte´ke´ben van. Ez a kiny´ılo´ mozga´s azon re´gio´t e´rinti, ahol a parvulinok a
partnerfehe´rje´ket megko¨tik, e´s azok szerkezeti a´talakula´sa´t, izomeriza´cio´ja´t kata-
liza´lja´k, seg´ıtik. Re´szletesebb vizsga´lataink, to¨bbek ko¨zo¨tt a szerkezeti sokasa´gok
fo˝komponens-elemze´se e´s kora´bbi irodalmi adatok alapja´n fela´ll´ıtottunk egy olyan
modellt, amely szerint ezen kiny´ılo´ mozga´s jellemzo˝i hozza´ja´rulnak annak megha-
ta´roza´sa´hoz, hogy az egyes parvulinok mely partnerfehe´rje´ket ismerik fel e´s azok
a´talakula´sa´t milyen hate´konyan seg´ıtik. Maga a kiny´ılo´ mozga´s to¨bbfe´le mo´don
befolya´solhato´, vagy egyes, minden parvulinban megtala´lhato´ aminosavak ko¨zo¨tti
atomi ko¨lcso¨nhata´sok, nevezetesen hidroge´nko¨te´sek adott parvulinra jellemzo˝ le´t-
rejo¨tte´vel, vagy olyan, csak bizonyos parvulinokban megle´vo˝ tova´bbi molekulare´sz-
let, u´n. WW dome´n seg´ıtse´ge´vel, melyek szinte´n felismerik a partner molekula´kat
[3] (2. a´bra).
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2. a´bra. A parvulinok ko¨to˝szebe´nek kiny´ılo´ mozga´sa e´s az azt szaba´lyozo´ fakto-
rok, balra va´zlatosan, jobb oldalon egy konkre´t parvulinon bemutatva, kiemelve a
konzerva´lt hisztidin aminosavak ko¨re´ szervezo˝do˝ hidroge´nko¨te´s-ha´lo´zatot.
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PROTEIN STRUCTURAL ENSEMBLES REFLECTING INTERNAL
DYNAMICS: GENERATION, EVALUATION AND BIOMEDICAL
RELEVANCE
Zolta´n Ga´spa´ri
Protein molecules are dynamic by nature and their internal dynamics is considered as a key
factor determining and fine-tuning their mode of action. Motions in the microsecond-millisecond
regime are generally considered as governing molecular recognition by changing the shape and
surface properties of proteins, whereas dynamics on the picosecond-nanosecond time scale is
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primarily thought to contribute to conformational entropy. Getting a detailed, atomic-level de-
scription of these motions is a nontrivial task. Currently, the best general approach is to combine
molecular mechanics with experimental data obtained for the given protein. The resulting rep-
resentation is an ensemble of protein conformations whose diversity reflects the motions of the
protein occurring at a given time scale[1]. Such ensembles can be generated by molecular dynam-
ics calculations directly restrained with experimental data or by selecting a suitable subset of a
large pre-calaculated pool of conformations. The resulting ensemble should be carefully evalu-
ated for compliance with experimental parameters with special emphasis on those not included
in the generation of the ensemble (cross-validation). Only then can the ensemble be analyzed
in terms of biological relevance, whether it can be used to get closer to the understanding of
mechanistic details of protein action. Application of the methods on the antifungal protein PAF
and parvulin-type peptydil-proline isomerases are summarized briefly.
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